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Figure 7 : Dendrogramme de similarité de la structure des communautés bactériennes

dans les différents échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 um (« Wat5 »), de

sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») collectés a Marnay, Bougival et Triel aux 3
campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012).
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Figure 8 : Représentation graphique « non-metric multidimensional scaling » de la
similarité entre échantillons. Plus deux points sont proches, plus la structure de leurs
communautés bactériennes est similaire.
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3.5 Composition phylogénétique des communautés bactériennes de I’eau et des
sédiments de la Seine le long de I’axe Marnay-Bougival-Triel

Les groupes phylogénétiques présents dans les échantillons d’eau et de sédiments de la Seine ont été
déterminés en comparant les pyroséquences a la base de données SILVA a I’aide du logiciel MOTHUR.
L’analyse a été faite au niveau du phylum, de la classe, de ’ordre, de la famille, et du genre. Seuls les
résultats au niveau du phylum (excepté pour les Proteobacteria, ou nous avons spécifi¢ les différentes
classes) et du genre seront présentés dans ce rapport. Les phylums représentant > 0.1% de I’ensemble des
pyroséquences (tous échantillons confondus) sont présentés a la Figure 9; les genres les plus dominants
représentant ensemble 95% des pyroséquences sont présentés a la Figure 10.

Les échantillons d’eau étaient dominés par 4 a 5 phyla/classes: Actinobacteria (aussi appelé
« Actinomycétes », groupe trés diversifié et ubiquiste de bactéries principalement hétérotrophes), p-
Proteobacteria (groupe trés diversifié au niveau métabolique, comprenant de nombreuses bactéries
hétérotrophes), Bacteroidetes (groupe de bactéries spécialisées dans la dégradation de mati¢re organique
complexe comme les polyméres de plantes), Verrucomicrobia (groupe de bactéries hétérotrophes mal
caractérisé) et Cyanobacteria (bactéries photosynthétiques). Le phylum des Bacteroidetes était plus abondant
dans les échantillons de décembre 2012 qu’aux autres campagnes, particuliérement dans I’échantillon de
Triel ou il représentait 90% des pyroséquences. Nous n’avons pas d’explication & ce phénoméne pour le
moment. La composition phylogénétique des sédiments (et du biofilm) était trés différente de celle de ’eau,
avec d’avantage de phyla bien représentés: B-Proteobacteria, Bacteroidetes, y-et a-Proteobacteria (deux
classes de bactéries trés diversifiées au niveau métabolique), Chloroflexi (groupe de bactéries telluriques,
souvent bien représenté dans les milieux anaérobies), d-Proteobacteria (groupe de bactéries anaérobies,
incluant des bactéries sulfato-réductrices), Acidobacteria (groupe de bactéries telluriques) et Planctomycetes
(bactéries typiques des sédiments dulcicoles et marins). Huit a 47% des pyroséquences n’ont pas pu étre
classifiées au niveau du phylum (« unclassified »), ce qui pourrait étre di a la sous-représentation des
bactéries des sédiments d’eau douce (un environnement relativement peu étudi¢) dans les bases de données
phylogénétiques.
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Figure 9 : Composition phylogénétique (au niveau du phylum) des communautés
bactériennes des échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 um (« Wat5 »), de
sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») le long de I’axe Marnay-Bougival-Triel aux
3 campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012). Les
Phylums représentant < 0.1% de ’ensemble des pyroséquences ont été groupés dans la
catégorie « other » (autres).
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Au niveau des genres, il est remarquable de constater que la colonne d’eau de Seine aux différentes stations
¢tait dominée par un genre non caractérisé d’Actinobactéries (A, Figure 10) représentant 10 a 73% des
pyroséquences. Celui-ci appartient a la famille ACK-M1, qui est composée de trés petits vibrions
planctoniques a stratégie de vie oligotrophe. Quelques autres genres étaient bien représentés (Figure 10):
Limnohabitans (B-Proteobacteria d’eau douce) (B); un genre non caractérisé¢ de Verrucomicrobia (C ),
Flavobacterium (Bacteroidetes d’eau douce) (D), Arcicella (Bacteroidetes de riviéres et d’eau du robinet)
(E). L’échantillon d’eau collecté a Triel en décembre 2012 était quant a lui totalement dominé par trois
genres de Bacteroidetes non caractérisés (F, G, H). Dans les sédiments, nous avons observé une plus grande
diversité de genres, dont un petit nombre dominaient la communauté bactérienne de certains échantillons : un
genre d’un phylum inconnu (I) ; un genre non caractérisé de Bacteroidetes (J) ; un genre non caractérisé de
Sinobacteraceae (y-Proteobacteria, K), qui est une famille de bactéries telluriques ; un genre non caractérisé
de Burkholderiales (B-Proteobacteria, L) ; et un genre non caractérisé de Chloroflexi (M). L’écologie de
tous ces genres n’est pas connue, car peu d’isolats (voir le plus souvent aucun) n’est/ne sont disponibles dans

les collections de cultures.
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Figure 10 : Composition phylogénétique (au niveau du genre) des communautés
bactériennes des échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 um (« Wat5 »), de
sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») le long de I’axe Marnay-Bougival-Triel aux
3 campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012).
L’identité phylogénétique des taxons A a M est détaillée dans le texte. Les genres
minoritaires ont été groupés dans la catégorie N, qui représente 5% de I’ensemble des
pyroséquences.

3.6 Impact d’une contamination en micropolluantss organiques sur les communautés

bactériennes

Aucune croissance microbienne n’a été mesurée dans les microcosmes contenant des slurries (mélange 20%
sédiment de Triel — 80% milieu minimum M9). Dans les microcosmes « eau de Triel », malgré une évolution
des communautés assez inattendue (un pic d’abondance inexpliqué au jour 4 et une augmentation
significative de I’abondance et de ’activité microbienne dans le microcosme ne contenant que de 1’acétone),
des bactéries tolérantes au BPA et/ou au NP se sont développées pendant le mois d’incubation (Figure 11).
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Figure 11 : Evolution du nombre de cellules et de I’activité exoprotéolytique dans les
microcosmes d’eau de Triel incubés pendant 28 jours au laboratoire en présence et en
absence de BPA et NP.

La figure 12 présente les résultats des gels DGGE permettant d’étudier les variations de la communauté
bactérienne au cours de 1’incubation de 28 jours dans les différents microcosmes d’eau.

L’analyse de la figure 12 montre que dans les microcosmes avec micropolluant(s) ajouté(s), on observe
un léger appauvrissement des communautés, mais une sélection de phylotypes en présence de polluants.
Néanmoins, cette sélection ne s’intensifie pas avec le temps. En effet, on observe une évolution trés
dynamique de la structure de la communauté bactérienne. Dans un méme microcosme, les bandes de
phylotypes deviennent plus intenses ou moins intenses d’un jour a 1’autre, sans véritable sélection
progressive au cours du temps. Par exemple, nous avons observé un pic du nombre de bactéries dans les
microcosmes avec polluants au 4e jour (Fig. 11). Sur la figure 12, on voit effectivement au 4éme jour,
une ou quelques bande(s) trés intense(s). L’intensité de cette/ces bande(s) diminue ensuite au cours de
I’incubation.

La nature de I’échantillon d’eau peut expliquer le dynamisme des communautés dans les microcosmes.
L’eau de Seine au niveau du site de Triel contient du BPA et du NP, donc les bactéries des microcosmes
ont déja été en contact avec ces polluants (2 faible concentration par rapport aux conditions de notre
expériences). Beaucoup de phylotypes sont peut-Etre capables de tolérer ou de dégrader les polluants.
Certains phylotypes peuvent se développer dans un premier temps, puis diminuer ou disparaitre dii a une
¢volution des conditions (compétition, diminution des ressources. D’autres phylotypes, également
capables de tolérer ou de dégrader ces substances, peuvent se développer ensuite si 1’évolution des
conditions leur est plus favorable.

Diversité bactérienne le long de I’axe Seine 10
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Figure 12 Evolution temporelle de la structure de la communauté bactérienne dans les
microcosmes d’eau de Seine évaluée via le technique DGGE avec numérotations de
certains phylotypes bactériens intéressants Les chiffres (0, 1, 4, 14, 28) correspondent
aux jours d’incubation, les lettres B suivies d’un chiffre (B1, B3, B5, B7, B9)
correspondent aux noms des microcosmes.

Les bandes numérotées sur la figure 12 correspondent aux neuf phylotypes bactériens se développant
spécifiquement dans les microcosmes avec polluant(s). Ce sont soit des phylotypes tolérants mais qui ne
dégradent pas forcément les polluants, soit des phylotypes capables de dégrader les polluants et d’en
tirer leur énergie. En accord avec la littérature, le BPA semble moins facile a biodégrader que le NP.
Seulement, 3 phylotypes supplémentaires se développent dans le microcosme BPA par rapport au
contrble-acétone (pour toute la période de I’expérience), alors qu’il y en a 7 dans le microcosme NP.

Les bandes sélectionnées ont été excisées du gel dans le but de séquencer I’ADN qu’elles contenaient et
d’identifier les différents phylotypes intéressants. Cependant, malgré de nombreux essais dans des
conditions expérimentales différentes, ’ADN de ces bandes n’a pu étre réamplifié pour permettre un
séquencage.

Le programme PyElph a été utilisé pour dresser le dendrogramme présenté a la figure 13. Cette figure
nous montre qu’au jour 0 les différents microcosmes ont logiquement une diversité similaire. Les profils
du microcosme controle-eau aux jours 1, 4, 14, 28 restent groupés. C’est le seul microcosme pour lequel
le profil de la communauté évolue relativement peu au cours du temps. On observe des le 1¢ jour une
différenciation entre le microcosme controle-eau et ceux avec micropolluant(s) organique(s) ajouté(s). Il
semble que les microcosmes controle-acétone et BPA évolue de maniére assez similaire. En effet, aux
différents temps de prélevement, la communauté est plus semblable entre les deux microcosmes
controle-acétone et BPA que celle des autres microcosmes. La méme observation peut étre faire pour les
microcosmes NP et BPA + NP, a I’exception du 14* et du 28 jours, ou les 2 microcosmes évoluent
différemment. Ceci rejoint I’hypothése qu’il y a une modification de plus en plus marquée de la
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diversité et de la structure des communautés selon 1’ordre suivant : microcosme contrdle-eau,
microcosme contrdle acétone, microcosme BPA, microcosme NP et finalement microcosme BPA + NP.
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Figure. 13. Dendrogramme des microcosmes d’eau de Seine, réalisé a I’aide du
programme PyElph. Les chiffres représentent les labels de distance.

4 Conclusion et perspectives

Les trois compagnes réalisées sur 1’axe Marnay-Bougival-Triel nous ont permis d’observer des différences
notoires entre la colonne d’eau et les s€diments en termes de richesse en taxons (OTUy3), de structure des
communautés bactériennes et de composition phylogénétique de celles-ci. En résumé, comparé aux
échantillons de sédiments, les échantillons d’eau étaient moins diversifiés (moins de taxons différents),
présentaient une communauté assez similaire d’un site a I’autre et d’'une campagne a ’autre, et étaient
dominés par quelques genres bactériens seulement. De plus, les communautés des sédiments présentaient une
plus structure plus variable au cours du temps d’amont en aval de Paris. Notre objectif est maintenant de
corréler ces différences de structure avec les paramétres physico-chimiques qui ont été mesurés par les autres
équipes lors des campagnes d’échantillonnage (valeurs disponibles sous peu). L’analyse des communautés
sera également raffinée en séparant les taxons abondants des taxons rares (la structure des communautés
varie-t-elle car I’abondance relative de quelques taxons dominants est différente d’un échantillon a I’autre,
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ou car I’abondance relative des nombreux taxons rares est différente d’un échantillon a 1’autre ?) et en
séparant les analyses des échantillons de la colonne d’eau et des sédiments, puisque ces deux types
d’échantillons partagent peu de taxons en commun. Ceci permettra de mettre plus finement en évidence les
variations spatio-temporelles de structure des communautés bactériennes le long de 1’axe Seine.

Dans le cadre de ce travail, des expériences ont été entreprises en laboratoire afin de tester si deux
perturbateurs endocriniens différents pouvaient engendrer des modifications de la composition de Ia
communauté bactérienne présente dans les eaux de la Seine. Nous avons effectivement mis en évidence de
telles modifications durant les expériences d’incubation en présence de micropolluant mais il est important
de mentionner que les concentrations en micropolluants appliquées ici sont beaucoup plus importantes que
les concentrations maximales de ces micropolluants rencontrées dans les rivieres du bassin de la Seine. Des
problémes techniques rencontrés lors de nos tentatives d’amplification des bandes d’intérét, susceptibles de
provenir d’especes bactériennes capables de dégrader ou de tolérer les micropolluants testés, ne nous ont pas
permis d’identifier ces especes. Si des expériences de ce type devaient étre reconduites, la technique de
séquencage a haut débit (appliquée dans ce travail pour étudier les communautés bactérienne en Seine)
devrait étre privilégiée pour I’étude de 1’évolution des communautés bactériennes dans les microcosmes
enrichis en micropolluants.
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